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INTRODUCTION
Acute normovolemic hemodilution (ANH) is used to reduce allogeneic transfusions in the perioperative period 1 . It consists on the removal of an amount of blood into an anticoagulantcontaining plastic bag and the infusion of an acellular solution to maintain the blood volume 2 . Patients undergoing hemodilution to hematocrit as low as 20% can maintain oxygen supply to tissues due to several compensatory mechanisms 3 . However, besides erythrocytes, coagulation factors and platelets are lost to the plastic bag, which might disrupt hemostatic mechanisms during surgery 4 . Controversies on hemostasis during hemodilution are as old as hemodilution itself since the countless studies differ according to the fluid used for volume replacement 5-7 , degree of hemodilution 8 , method used to evaluate hemostasis 9, 10 , and the way used to produce hemodilution 5, 6 .
Volume replacement with colloids or crystalloids can influence hemostasis. Using a viscoelastic method to eva-luate the formation of the clot, Konrad et al. tested the effects of different solutions on hemostasis demonstrating that hydroxyethyl starch (HES) prolonged the time of clot formation, Ringer's lactate did not affect it, and gelatin solution showed minimal effect on hemostasis 9 . Similarly, Egli et al. evaluated the effects of different solutions but the degree of hemodilution also varied, and they demonstrated that HES prolonged the time of clot formation at any degree of hemodilution, and that NS with the hematocrit at 30% reduces the time of clot formation producing a hypercoagulable state 11 .
Hemostasis can be evaluated by several methods, from laboratorial, such as prothrombin time (PT), thromboplastin time (aPTT), thrombin time (TT), platelets, quantification of antithrombin III, and quantification of fibrinogen to functional tests such as thromboelastography. Ruttmann, James, and Aronson used laboratorial methods and thromboelastography and concluded that hemodilution has a pro-coagulating effect, possibly by accelerating thrombin formation.
Several studies evaluated hemostasis in hemodilution produced in the test tube 5.9.12. 13 . In the present study we tested the hypothesis that hemodilution produced in a test tube cannot produce the same effect on coagulation as in vivo hemodilution since compensatory mechanisms are not seen in that situation. The hypothesis that greater degrees of hemodilution would be associated with greater compromise of hemostasis was also tested. Thus, the objective of the present study was to evaluate the effects of in vivo and in vitro hemodilution on hemostasis in two different degrees.
METHODS
This study was approved by the Ethics on Research Committee of Hospital das Clínicas of Ribeirão Preto. All patients were invited to participate in the study during the pre-anesthetic evaluation and they signed an informed consent. In patients younger than 18 years, their legal guardians signed the informed consent.
Thirteen patients who fulfilled the inclusion criteria were selected: undergoing elective surgery with expected blood loss greater than 700 mL, physical status I or II (classification of the American Society of Anesthesiologists), age between 15 and 60 years, and hematocrit in the immediate preoperative period between 36% and 50%. Patients who used the following medications up to 60 days before the surgery were not included: acetylsalicylic acid and derivatives, non-steroidal anti-inflammatories, oral anticoagulants, and heparin.
All patients underwent general anesthesia under controlled mechanical ventilation. In the pre-anesthesia room, a vein in the elbow fold or the back of the hand was punctured for administration of pre-anesthetic medication (0.05 to 0.1 mg.kg -1 of midazolam) and anesthetic induction. Then, each patient was transferred to the operating room. Immediately before anesthetic induction, basic monitoring was installed: electrocardiogram, pulse oximeter, and non-invasive blood pressure. The standard anesthetic technique used was general anesthesia with controlled mechanical ventilation. The following drugs were used for anesthetic induction: sufentanil (0.3 to 0.5 mg.kg -1 ) or remifentanil (0.2 to 0.4 µg.kg -1 .h -1 ), propofol (2 to 4 mg.kg -1 ), and atracurium (0.5 mg. kg -1 ). After tracheal intubation, the patient was placed under controlled mechanical ventilation with a tidal volume between 8 and 10 mL.kg -1 and respiratory rate adjusted to obtain an initial P ET CO 2 between 30 and 40 mmHg. When the patient had to be placed in ventral decubitus, ventilatory parameters were adjusted to maintain P ET CO 2 between 30 and 40 mmHg.
Hypnosis was maintained with continuous infusion of propofol and opioid (sufentanil 0.5 mg.kg -1 .h -1 or remifentanil 0.2 µg.kg -1 .h -1 ). Anesthetic gases (isoflurane) were used freely to maintain the anesthetic plane. The neuromuscular blocker was administered every 40 to 60 minutes in 5 mg increments to avoid the patient from moving during the procedure.
After anesthetic induction, an 18 or 20G catheter was inserted in one of the radial arteries to obtain the invasive blood pressure and draw blood for hemodilution. Then, another vein was puncture to insert a large bore catheter (16 or 14G) for volume replacement. In patients who were in ventral decubitus for the procedure, a double-lumen catheter was inserted in the internal jugular or subclavian vein. A thermometer was introduced in the oropharynx to determine the temperature. A urinary catheter was also inserted in all patients by the surgical team to control the urine output. Depending on the type of procedure, prior regional anesthesia was performed for control of intra-and postoperative pain.
Once the patient was positioned for the surgery, the hemodilution process done in two steps was initiated. In the first step a volume of blood enough for the hematocrit to achieve 30% was removed; in the second step a complementary volume of blood for the hematocrit to achieve 20% was removed. Twenty minutes after obtaining a hematocrit of 30% the second step was initiated. This volume was calculated according to the Gross formula 14 : volume of blood to be removed (milliliters) = (EBV). (htci -htcf).(htcm) -1 in which htci is the initial hematocrit, htcf is the hematocrit to be achieved, htcm is the mean hematocrit, i.e., (htci + htcf)/2, and EBV is the estimate blood volume in milliliters. To calculate the blood volume, the proportion of 65 mL.kg -1 was used for female patients, and 70 mL.kg -1 for male patients 15 .
Blood was removed through the catheter inserted in the radial artery and stored in plastic bags containing 50 mL of citrate, phosphate, dextrose, and adenine (CPD-A). A maximal volume of 450 mL of blood was stored in each plastic bag. This blood was stored in the operating room, at room temperature for the maximal period of six hours. During the whole hemodilution process some hemodynamic parameters (blood pressure and heart rate) were followed-up every minute.
Concomitantly to the removal of blood, Ringer's lactate (RL) was administered for maintenance of the blood volume. This solution was warmed previously in a microwave oven for one minute (approximate temperature of 37° C). The rate of infusion of Ringer's lactate was three times higher than the rate of blood removal, and 3 mL were infused for each milliliter of blood removed. The time for removal of the calculated blood volume did not exceed 45 minutes and in some cases it was extended until the initial moments of the surgery (opening of the skin and dissection of planes).
The whole blood volume removed was returned to the patient at the end of the anesthetic procedure or before that in case he/she needed. The following parameters were used to return the blood to the patient before planned: hemodynamic instability (hypotension with SBP < 55 mmHg, and tachycardia [HR > 120 bmp]) unresponsive to infusion of fluids or signs of cellular distress (plasma lactate levels above 3.5 g.dL -1 ).
The following parameters were measured continuously during the entire procedure and recorded every 5 minutes: invasive blood pressure, heart rate, and oxygen saturation; P ET CO 2 and esophageal temperature were recorded every 15 minutes. The urine output, fluid losses, and fluids administered were recorded every hour until the end of the procedure.
Immediately before hemodilution (called in vivo hemodilution), a blood sample was drawn for the in vitro hemodilution. This hemodilution was performed in the test tube, and the target hematocrits were 30% and 20%. To obtain the target hematocrit, 10 mL of Ringer's lactate were added, according to the formula C1V1 = C2V2, in which C1 is the initial hematocrit of the patient, V1 is the volume of blood in the test tube, C2 is the target hematocrit (20% or 30%), and V2 is the final volume in the test tube (volume of Ringers lactate to be added is equal to the final volume minus the initial volume of blood). Out of the final blood volume obtained after the in vitro hemodilution for the two desired hematocrits, blood samples were obtained for the following exams: prothrombin time (PT) activated partial thromboplastin time (aPTT), thrombin time (TT), and fibrinogen level.
Blood samples were drawn from the radial artery of the patient for laboratorial exams (arterial blood gases, plasma lactate levels, hemoglobin, hematocrit, platelets, and plasma levels of sodium, potassium, calcium, and glucose) for control of the patient, and for evaluation of hemostasis, platelets, prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time (aPTT), thrombin time (TT), and fibrinogen at the following moments: M1 -after anesthetic induction and before in vivo hemodilution; M2 -20 minutes after achieving the hematocrit of 30%; and M3 -20 minutes after achieving the hematocrit of 20%. Blood samples were sent to the Laboratório Central do Hospital das Clínicas soon after being drawn, and the samples for coagulation exams were stored n a plastic tube containing 3.2% citrate and maintained in a container with ice until they were sent to the Laboratório de Hemostasia do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto. In the Laboratório de Hemostasia, the blood samples were stored and all tests were done at the same time.
Adverse events that developed during the whole time the patient was hospitalized were recorded. The following were considered adverse events: cardiac arrhythmias, hypotension or hypertension, thrombocytopenia, and acute pulmonary edema.
The sample size was calculated for a test power of 80% to detect a 20% difference in the quantification of PT and aPTT. For the calculation, the standard deviation for those parameters from similar studies was used 6, 19 . The data obtained was expressed as mean, standard deviation (SD), and median. In all comparisons, the level of critical significance was established as 5% (p < 0.05). To compare the moments of each model, Analysis of Variance for repeated measurements was used for parametric data with normal distribution, and later when indicated multiple comparisons were done using the Student-Newman-Keuls test. When the data did not show normal distribution, the Friedman test followed by the Dunn test for multiple comparisons was used. The Student t test (data with normal distribution) or the Mann-Whitney test data without normal distribution) were used for intergroup comparisons. Table I shows the demographic data of the 13 patients who participated in this study.
RESULTS
As for the physical status, 10 patients were classified as ASA I, and three as ASA II. The three patients ASA II had hypertension, but their blood pressure was under control by medication in the immediate preoperative period. Seven patients underwent spine arthrodesis, three oncologic prostatectomy, two orthognathic surgery, and one to nephrectomy.
Only one complication was observed. One of the ASA II patients, 64 years old, developed arrhythmia shortly after the end of the surgery. He was medicated and remained intubated for six hours in the Intensive Care Unit, being extubated when he improved. He remained in the Intensive Care Unit for 24 hours.
To obtain a hematocrit of 30%, 1,158.15 ± 425.79 mL of blood were removed (median 960 mL), and to obtain a hematocrit of 20%, 2,211.31 ± 726.22. mL (median 2,160 mL) of blood were removed. Table II shows the levels of hematocrit before hemodilution and after obtaining hematocrits of 30% and 20%.
A reduction in systolic pressure was observed in M2 and M3 in relation to M1 (p < 0.05) but a significant difference be- .dL tween M2 and M3 was not observed. The other hemodynamic parameters (diastolic blood pressure, mean arterial pressure, and heart rate) showed statistical similarities in all moments. The temperature reduced after the first phase of hemodilution (p < 0.05) but it returned to baseline levels after the end of the second phase of hemodilution (M3).
A PaO 2 lower than 90 mmHg was not observed in any of the three moments. A statistically significant difference in pH and PaCO 2 was not observed. Base excess showed a more negative value in M3 and a statistically significant difference was observed in relation to M1, but a statistically significant difference was not observed between M1 and M2. Plasma lactate levels increased in M2 and M3 and a statistically significant difference was observed in relation to M1. A difference between M2 and M3 was not observed. Ionic calcium increased in M2 and it was different than in M1, but not than M3.
Hemodilution caused a marked reduction in the number of platelets en M2 and M3 (Figure 1) . Table III shows the behavior of the hemostasis tests. 
DISCUSSION
Despite several studies, both in vitro and in vivo, on the qualitative and quantitative changes in hemostasis after hemodilution some doubts remain and they are due to the conflicting results among studies. With the objective to solve those doubts, in the present study each patient was used as his/her own control and the same type of fluid was used to maintain the blood volume. The calculation of the volume of blood to be removed to achieve the desired hematocrit used the Gross formula 14 , but not all patients achieved the desired target (Ta ble II) since practically it is not easy to concatenate the rate of infusion and the rate of removal. Besides, the level of the hematocrit can vary due to adaptations of the body to hemodilution 16 . This should have been minimized by adopting similar waiting times for collection of the exams and having blood drawn before additional hemodilution occurred due to intraoperative bleeding. In the in vitro hemodilution, the target-levels of hematocrit were achieved due to the lack of compensatory mechanisms and practicality of execution. As criteria of patient selection undergoing surgeries with a great potential of blood loss and absence of hemostasis alterations were used. Despite this, the exams done at M1 indicated a great variability of results especially concerning the aPTT. Only patients ASA I or II to tolerate deep hemodilution (20%) were selected. Age was not a limiting factor for the selection, since even patients older than 60 years could tolerate this procedure 17 . Patients with higher weight required removal of a greater volume of blood to achieve the desired hematocrit. Thus, it is easier to obtain in those patients discrepancies in relation to the volume calculated by the Gross formula.
Blood volume replacement was done with Ringer's lactate, and colloids (starch or gelatin) were not administered before the blood for the tests was drawn. Boldt et al. (2002) 18 on an in vivo study, but with patients who did not undergo hemodilution, demonstrated that patients who receive hydration with NS or Ringer's lactate did not show differences in hemostasis evaluated by thromboelastography. Acidosis was more frequent in patients who received NS. Ng, Lam, and Chan 19 using NS and evaluation by thromboelastography observed a hypercoagulable state in patients who underwent hemodilution to a hematocrit of 30%. They attributed this effect to the reduction of antithrombin III and maintenance of the complex thrombin-antithrombin, which might have favored thrombin generation. Note that thrombin generation is the central biochemical reaction in normal hemostasis and in thrombosis 20 . Other authors 6,21-23 using thromboelastography observed the same results both in vivo and in vitro. Egli et al. 11 also believe that the cause of the hypercoagulable state is an imbalance between natural procoagulant and anticoagulant factors, in which protein C and antithrombin III are more sensitive to dilution. It is questioned whether the hypercoagulable state is really caused by moderate hemodilution, since a similar state was observed in patients during preparation for regional blocks, even before the infusion of any drug or intravenous solution 24 .
One of the critics to the work of Ng, Lam, and Chan 19 is that blood replacement with NS produced more a state of hypovolemia than hemodilution, which might favor the hypercoagulable state. It is possible that in the present study patients did not experience a state of hypovolemia although the central venous pressure (CVP) was not monitored in the majority of patients. It would have been interesting to measure the CVP, but the puncture of a central vein would not be justifiable in some of the patients selected for this study.
The majority of the studies that evaluated hemostasis during in vivo hemodilution used moderate degrees of hemodilution (hematocrit close to 30%), and the majority that used more profound degrees of hemodilution (hematocrit close to 20%) used in vitro models 25 . Considering that only profound hemodilution avoid allogeneic transfusions, it is interesting to evaluate this degree of hemodilution on hemostasis. Singbartl et al. 4 using a mathematical model demonstrated that during profound hemodilution hemostasis degenerated before the supply of oxygen to tissues, i.e., the limiting factor for hemodilution would not be the respiratory function of erythrocytes, but the changes in hemostasis caused by dilution of platelets and coagulation factors. Similarly, the isolated reduction of hematocrit in patients who maintain normal levels of platelets and coagulation factors should not constitute an indication for blood transfusion, which goes against those who defend maintenance of the hematocrit of at least at 30% in order not to worsen hemostasis 26 .
Maintenance of the blood volume in patients with hemodilution is fundamentally important to avoid metabolic derangements. In the present study, patients remained hemodynamically stable during the entire evaluation period. Base excess and plasma lactate levels showed especially in M3 a modification in relation to M1 which might indicate some degree of tissue suffering. It is unlikely that this have happened and affected hemostasis, since the other parameters including hemodynamic remained stable.
Hypothermia combined with acidosis has a negative effect on blood coagulation 27 . Despite the care to avoid hypothermia, our patients showed a reduction in body temperature in M2, which returned to pre-dilution levels in M3. The short period of hypothermia was not enough to cause substantial changes in hemostasis. Planned hemodilution differs from hemodilution secondary to trauma and large blood loss 28 . In planned hemodilution, the blood volume and temperature are maintained, without a large consumption of platelet and coagulation factors.
Moor, Woolley, and Midwinter 29 defend that thromboelastography and thromboelastometry are more adequate to evaluate blood coagulation than conventional tests. They refer that the depletion of coagulation factors and fibrinolysis should have a significant contribution in the perception of coagulopathies. They refer that those techniques allow accurate monitoring of blood coagulation as a whole, and especially in situation in which conventional tests are not so sensitive. However, Horlocker et al. 30 evaluated the precision of coagulation tests on the indication of transfusions in patients undergoing arthrodesis of the spine and concluded that both the PT and aPTT are not good for orientating the decision and indication of transfusion of blood products. In the present study, only methods routinely available at our hospital, i.e., PT, aPTT, TT, and quantification of fibrinogen were used.
Prothrombin time is specific for the evaluation of the extrinsic coagulation pathway and it is sensitive to the reduction of factor VII, but it is also prolonged on the deficiencies of factors II, V, and X, as well as in hepatic diseases and deficiency of vitamin K. It can be expressed as the INR (International Normalized Ratio) obtained by the relationship between the PT of the patient and the control PT, which is specific to each reagent or in seconds. In the present study, the PT was expressed in seconds, since all tests were performed on the same day with the same reagent. The aPTT evaluates the intrinsic coagulation pathway. All procoagulant factors are measured by this test, except factors VII, and XIII. The aPTT is particularly useful in the therapeutic monitoring of heparin and on the determination of deficiencies of factors IX and VIII. The TT measures the time of conversion of fibrinogen in fibrin, the last phase of coagulation, and it is increased in hypofibrinogenemia or dysfibrinogenemia. Fibrinogen is reduced in patients with disseminated intravascular coagulation, in patients undergoing large surgeries, and in patients with disseminated neoplasias 31 .
In the present study, both moderate hemodilution and profound hemodilution produced worsening of blood coagulation. Thrombocytopenia was observed, and in some patients the platelet count was below 50,000 per dL. An increase in PT, aPTT, and TT and reduction in the concentration of fibrinogen was observed. On the clinical point of view, it is not possible to say whether the changes of those exams produced any changes in the results of the surgery regarding greater intraoperative bleeding. The behavior of laboratorial exams was similar between in vivo and in vitro hemodilution, except for prothrombin time, during profound hemodilution. This behavior was surprising, since what was expected was that hemodilution in the test tube, due to the lack of compensatory mechanisms, would present largely altered results in relation to the coagulation tests of the in vivo hemodilution.
Concluding, the routine tests for evaluation of coagulation indicate that the higher the degree of hemodilution the higher the compromise of coagulation, and they present a similar behavior in both in vivo and in vitro hemodilution which facilitates realization of the tests with new solutions for volume replacement, at least during moderate hemodilution. Justificativa e objetivos: A hemodiluição normovolêmica produz resultados conflitantes na hemostasia, pois os trabalhos diferem quanto a tipo de líquido utilizado, profundidade da hemodiluição, método utilizado para avaliar a hemostasia e forma de se produzir hemodiluição. O efeito da hemodiluição na hemostasia pode depender da forma como ela é feita, se no modelo in vivo ou no modelo in vitro. O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a hemostasia em ambos os modelos, em dois diferentes graus de profundidade.
Método:
Treze pacientes foram submetidos à hemodiluição normovolêmica aguda e o hematócrito foi reduzido para 30% e 20%. A volemia foi mantida com lactato de Ringer. Foram colhidas amostras de sangue para avaliação da hemostasia nos momentos M1 -antes da hemodiluição, M2 -20 minutos após a obtenção do hematócrito de 30% e M3 -20 minutos após a obtenção do hematócrito de 20%. Antes da hemodiluição, amostras de sangue foram colhidas para a realização da hemodiluição em um tubo de ensaio. Os graus de hemodiluição no tubo de ensaio (in vitro) foram os mesmos que os produzidos nos pacientes (in vivo). A hemostasia foi avaliada por meio dos tempos de protrombina, tromboplastina parcial ativado e de trombina e da quantificação do fibrinogênio. 
INTRODUÇÃO
A hemodiluição normovolêmica aguda (ANH) é utilizada com o objetivo de reduzir as transfusões alogênicas no período perioperatório 1 . Consiste na retirada de uma quantidade de sangue para uma bolsa plástica com anticoagulante e a infusão concomitante de uma solução acelular para manutenção da volemia 2 .Pacientes hemodiluídos para hemotócritos tão baixos quanto 20% conseguem manter a oferta de oxigê-nio para os tecidos em decorrência de vários mecanismos compensatórios que se instalam 3 . No entanto, para a bolsa plástica são perdidos, além dos glóbulos vermelhos, fatores de coagulação e plaquetas, o que pode prejudicar os mecanismos de hemostasia durante a cirurgia 4 . Controvérsias a respeito da hemostasia durante a hemodiluição são tão antigas quanto a própria hemodiluição, já que os inúmeros trabalhos diferem quanto ao tipo de líquido utilizado para a reposição volêmica 5-7 , à profundidade da hemodiluição 8 , ao método utilizado para avaliar a hemostasia 9,10 e à forma de se produzir hemodiluição 5, 6 .
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A reposição volêmica com coloides ou cristaloides pode influenciar a hemostasia. Konrad e col. testaram, utilizando um método viscoelástico para avaliar a formação do coágulo, o efeito de diferentes soluções de reposição na hemostasia e demonstraram que o hydroxyethyl starch (HES) prolongou o tempo de formação do coágulo, a solução de lactato de Ringer não afetou e a solução de gelatina apresentou efeito mínimo sobre a hemostasia 9 . Da mesma forma, Egli e col. avaliaram o efeito de diferentes soluções de reposição, mas variaram também a profundidade da hemodiluição e demonstraram que o HES prolonga o tempo de formação do coágulo em qualquer grau de hemodiluição e que a solução salina, com a hemodiluição do hematócrito para 30%, reduz o tempo de formação do coágulo produzindo um estado de hipercoagubilidade 11 .
A hemostasia pode ser avaliada por meio de vários méto-dos, desde testes laboratoriais como tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina (TTPA), tempo de trombina (TT), contagem de plaquetas, quantificação da antitrombina III e quantificação do fibrinogênio até testes funcionais como a tromboelastografia. Ruttmann, James e Aronson utilizaram métodos laboratoriais e também a tromboelastografia e concluíram que a hemodiluição tem efeito pró-coagulante, possivelmente pela aceleração na formação de trombina 6 . Vol. 60, N o 4, Julho-Agosto, 2010 SOUZA, KLAMT, GARCIA Vários estudos avaliaram a hemostasia em hemodiluições produzidas no tubo de ensaio 5,9,12,13 . Neste estudo, testouse a hipótese de que a hemodiluição produzida no tubo de ensaio não pode produzir o mesmo efeito na coagulação que a hemodiluição produzida in vivo, já que os mecanismos compensatórios não ocorrem naquela situação. Testou-se, ainda, a hipótese de que quanto maior a profundidade da hemodilução maior o grau de comprometimento da hemostasia. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da hemodiluição in vivo e o da hemodiluição in vitro na hemostasia em dois diferentes graus de profundidade. Foram selecionados 13 pacientes que preencheram os critérios de inclusão: submissão à cirurgia eletiva com expectativa de perda sanguínea superior a 700 mL, estado físico I ou II (classificação da Sociedade Americana de Anestesiologia), idade entre 15 e 60 anos e hematócrito, no período pré-operató-rio imediato, entre 36% e 50%. Não foram incluídos pacientes que fizeram uso, até 60 dias antes do procedimento cirúrgico, dos seguintes medicamentos: ácido acetilsalicílico e derivados, anti-inflamatórios não hormonais, anticoagulantes orais e heparina.
MÉTODO
Todos os pacientes foram submetidos à anestesia geral sob ventilação mecânica controlada. Na sala de pré-anestesia, uma veia foi puncionada na prega do cotovelo ou no dorso da mão para administração da medicação pré-anestésica (0,05 a 0,1 mg. Kg -1 de midazolam) e posterior indução da anestesia geral. Em seguida, cada paciente foi encaminhado para a respectiva sala de cirurgia. Imediatamente antes da indução anestésica, instalouse monitoração básica: eletrocardiografia, oximetria de pulso e pressão arterial não invasiva. A técnica anestésica padronizada foi anestesia geral com ventilação mecânica controlada. Na indução anestésica, foram utilizados os seguintes medicamentos: sufentanil (0,3 a 0,5 mg.kg -1 ) ou remifentanil (0,2 a 0,4 µg.kg -1 .h -1 ), propofol (2 a 4 mg.kg -1 ) e atracúrio (0,5 mg.kg -1 ). Após intubação traqueal, o paciente foi colocado sob ventilação mecânica controlada com volume-corrente entre 8 e 10 mL.kg -1 e a fre quên cia respiratória ajustada para obtenção de P ET CO 2 inicial entre 30 e 40 mmHg. Quando havia necessidade de o paciente ser posicionado em decúbito ventral, os parâmetros ventilatórios eram novamente ajustados para obtenção de P ET CO 2 entre 30 e 40 mmHg.
A hipnose foi mantida com infusão contínua de propofol e opioide (sufentanil 0,5 mg.kg -1 .h -1 ou remifetanil 0,2 µg.kg -1 .h -1 ). O uso de gases anestésicos (isoflurano) foi livre no auxílio da manutenção do plano anestésico. Bloqueador neuromuscular foi readministrado a cada 40 a 60 minutos em incrementos de 5 mg, para evitar movimentos do paciente durante o procedimento cirúrgico.
Após indução anestésica, um cateter 18 ou 20G foi inserido em um das artérias radiais com o objetivo de se aferir a pressão arterial de forma invasiva e retirar sangue para o processo de hemodiluição. Em seguida, para reposição volêmica e posterior devolução do sangue retirado durante a hemodiluição, outra veia foi puncionada na prega do cotovelo para a inserção de um cateter de grosso calibre (16G ou 14G). Nos pacientes que ficaram em posição de decúbito ventral durante o procedimento cirúrgico, foi inserido um cateter de dupla via por meio de punção da veia jugular interna ou subclávia. Foi inserido na orofaringe um termômetro para aferição da temperatura. Todos os pacientes receberam, ainda, sondagem vesical realizada pela equipe cirúrgica para aferição do débito urinário. Dependendo do tipo de procedimento cirúrgico, para controle da dor intra e pós-operatória realizou-se anestesia regional prévia à anestesia geral.
Uma vez o paciente posicionado para a cirurgia, iniciou-se o processo de hemodiluição que foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa, retirou-se volume de sangue suficiente para que o hematócrito atingisse o valor de 30% e, na segunda etapa, volume complementar de sangue para que o hematócrito atingisse o valor de 20%. Após a obtenção do hematócrito de 30%, aguardou-se o tempo de 20 minutos para o início da segunda etapa. O cálculo desse volume foi realizado por meio da fórmula de Gross 14 : volume de sangue a ser retirado (em mililitros) = (VSE).(htci -htcf).(htcm) -1 , em que htci é o hematócrito inicial, htcf é o hematócrito a ser atingido, htcm é o hematócrito médio, ou seja, (htci + htcf)/2 e o VSE é o volume sanguíneo estimado em mililitros. Para cálculo da volemia, utilizou-se a proporção de 65 mL.kg -1 para pacientes do sexo feminino e de 70 mL.kg -1 para pacientes do sexo masculino 15 .
O sangue foi retirado pelo cateter previamente inserido na artéria radial e armazenado em bolsas contendo 50 mL de citrato, fosfato, dextrose e adenina (CPD-A). Em cada bolsa armazenou-se, no máximo, o volume de 450 g de sangue. Esse sangue ficou armazenado na própria sala de cirurgia, à temperatura ambiente, pelo período máximo de 6 horas. Durante todo o processo de hemodiluição, alguns parâmetros hemodinâmicos (pressão arterial e fre quên cia car día ca) foram acompanhados minuto a minuto.
Concomitantemente à retirada do sangue, infundiu-se, para manutenção da volemia, solução de lactato de Ringer (LR). Essa solução foi previamente aquecida em forno de micro-ondas durante 1 minuto (temperatura aproximada de 37 o C). A velocidade de infusão do lactato de Ringer foi três vezes superior à velocidade de retirada do sangue e o volume infundido foi de 3 mL para cada mililitro de sangue retirado. O tempo para a retirada do volume de sangue calculado não excedeu 45 minutos e se estendeu, em alguns casos, até os momentos iniciais da cirurgia (abertura de pele e dissecção de planos).
Todo o volume de sangue retirado foi devolvido ao paciente ao término do procedimento anestésico ou antes disso, caso houvesse necessidade. Constituíram critérios para a devolução do sangue antes do momento planejado a instabilida- Vol Os seguintes dados foram medidos continuamente durante todo o procedimento e registrados a cada 5 minutos: pressão arterial invasiva, fre quên cia car día ca e saturação da hemoglobina pelo oxigênio. O P ET CO 2 e a temperatura esofá-gica foram registrados a cada 15 minutos. De hora em hora, até o término do procedimento, realizou-se balanço hídrico, com medição do débito urinário, dos líquidos perdidos e dos líquidos administrados.
Imediatamente antes de se realizar a hemodiluição nos pacientes (denominada hemodiluição in vivo), colheu-se amostra de sangue para a realização da hemodiluição in vitro. Essa hemodiluição foi realizada no tubo de ensaio e os valores-alvos do hematócrito também foram 30% e 20%, a exemplo do que ocorreu na hemodiluição in vivo. Para a obtenção dos hemató-critos pretendidos, adicionou-se a 10 mL de volume de sangue de lactato de Ringer de acordo com a fórmula C1V1 = C2V2, onde C1 é o hematócrito inicial do paciente, V1 é o volume de sangue colocado no tubo de ensaio, C2 é o hematócrito pretendido (20% ou 30%) e V2 é o volume final no tubo de ensaio (volume de solução de lactato de Ringer a ser acrescentado é igual ao volume final menos o volume de sangue inicial). Do volume final de sangue obtido após a hemodiluição in vitro nos dois hematócritos desejados, colheu-se amostra para a realização dos seguintes exames: tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA), tempo de trombina (TT) e quantificação do fibrinogênio.
Foram colhidas da artéria radial do paciente amostras de sangue para a realização de exames laboratoriais (gasometria arterial, lactato plasmático, hemoglobina, hematócrito, contagem de plaquetas, sódio plasmático, potássio plasmá-tico, cálcio plasmático e glicemia) para controle do paciente e, para a avaliação da hemostasia, os seguintes exames: contagem de plaquetas, tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA), tempo de trombina (TT) e quantificação do fibrinogênio nos momentos M1 -após a indução anestésica e antes da hemodiluição in vivo; M2 -20 minutos depois de se atingir o hematócrito de 30% e M3 -20 minutos depois de se atingir o hematócrito de 20%. As amostras de sangue foram encaminhadas ao Laboratório Central do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto tão logo foram colhidas e as amostras para a realização dos exames referentes à coagulação foram armazenadas em tubo plástico com citrato a 3,2% e mantidas em recipiente com gelo até o encaminhamento ao Laboratório de Hemostasia do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto. No Laboratório de Hemostasia, as amostras foram armazenadas e todos os testes foram processados em uma mesma ocasião.
Foram anotados os eventos adversos que ocorreram durante todo o período de internação de cada paciente. Foram considerados eventos adversos: disritmias car día cas, hipotensão ou hipertensão arterial, plaquetopenia e edema agudo de pulmão.
O tamanho da amostra foi calculado para um poder do teste de 80%, a fim de detectar diferenças de 20% na quantificação do TP e do TTPA. Utilizou-se, para o cálculo, o desvio-padrão de trabalhos semelhantes para essas variáveis 6, 19 . Os dados obtidos foram expressos como média, desvio-padrão (Dp) e mediana. Estabeleceu-se, em todas as comparações, o nível de significância crítico de 5% (p < 0,05). A comparação entre os momentos de cada modelo foi feita para os dados paramétricos e com distribuição normal pela Análise de Variância de medidas repetidas e posteriores comparações múltiplas, quando indicado, pelo teste de Student-Newman-Keuls. Quando os dados não apresentaram distribuição normal, utilizou-se o teste de Friedman seguido do teste de Dunn para as comparações múltiplas. A comparação entre os grupos foi feita pelo teste t de Student (dados com distribuição normal) ou pelo teste de Mann-Whitney (dados sem distribuição normal).
RESULTADOS
Na Tabela I, estão demonstrados os dados demográficos dos 13 pacientes participantes do estudo.
Quanto ao estado físico, 10 pacientes foram classificados como ASA I e três pacientes como ASA II. Esses três pacientes ASA II apresentavam hipertensão arterial, mas estavam com a pressão arterial controlada por medicamentos no período pré-operatório imediato. Sete pacientes foram submetidos à artrodese de coluna, três à prostatectomia oncológica, dois à cirurgia ortognática e um à nefrectomia.
Houve apenas uma complicação. Um dos pacientes ASA II, com 64 anos, apresentou arritmia pouco depois do término da cirurgia. Foi medicado, permaneceu intubado por mais 6 horas na Unidade de Terapia Intensiva e, quando houve melhora do quadro clínico, foi extubado. Permaneceu na Unidade de Terapia Intensiva durante 24 horas.
Para obtenção do hematócrito de 30%, foram retirados 1158,15 ± 425,79 mL de sangue (mediana de 960 mL) e, para a obtenção do hematócrito de 20%, foram retirados 2.211,31 ± 726,22 mL (mediana de 2.160 mL). Os valores do hematócrito antes da hemodiluição e após a obtenção dos hematócritos de 30% e 20% estão representados na Tabela II.
Houve diminuição da pressão arterial sistólica em M2 e M3 em relação a M1 (p < 0,05), mas não houve diferença 19 , com a utilização de solução salina e avaliação por meio da tromboelastografia, encontraram um estado de hipercoagubilidade nos pacientes hemodiluídos para hematócrito de 30%. Atribuíram esse efeito à diminuição da antitrombina III e à manutenção do complexo trombina-antitrombina, o que pode ter favorecido a geração de trombina. Deve-se enfatizar que a geração de trombina é a reação bioquímica central na hemostasia normal e na trombose 20 . Outros autores 6,21-23 , com a utilização da tromboelastografia, encontraram tanto in vivo quanto in vitro os mesmos resultados. Egli e col. 11 também acreditam que a causa do estado de hipercoagubilidade é um desequilíbrio entre os fatores pró-coagulantes e os fatores anticoagulantes naturais, sendo a proteína C e a antitrombina III mais sensíveis à diluição. Questiona-se ainda se o estado de hipercoagubilidade é provocado mesmo pela hemodiluição moderada, já que se observou estado semelhante em pacientes durante a preparação para a realização de anestesia regional, mesmo antes da infusão de qualquer fármaco ou solução intravenosa 24 .
Uma das críticas ao trabalho de Ng, Lam e Chan 19 é que a reposição com solução salina produziu mais um estado de hipovolemia do que propriamente um estado de hemodiluição, o que pode favorecer o estado de hipercoagubilidade. É possível que, no presente trabalho, os pacientes não tenham experimentado um estado de hipovolemia, embora não tenha sido monitorada a pressão venosa central (PVC) na maioria dos casos. Seria interessante ter medido a PVC, mas a pun- A maioria dos estudos que avaliam a hemostasia durante hemodiluição in vivo utiliza graus moderados de hemodiluição (hematócrito próximo a 30%), e a maior parte, com graus mais profundos de hemodiluição (hematócrito próximo de 20%), utilizam modelos in vitro 25 . Considerando que apenas hemodiluições profundas evitam a transfusão alogênica, é interessante avaliar esse grau de hemodilução na hemostasia. Singbartl e col. 4 , por meio de modelo matemático, demonstraram que, durante a hemodiluição profunda, a hemostasia se degenera antes da oferta de oxigênio aos tecidos, ou seja, o fator limitante para a hemodiluição não seria a função respiratória dos glóbulos vermelhos, mas sim a alteração da hemostasia acarretada pela diluição das plaquetas e dos fatores de coagulação. Da mesma forma, a redução isolada do hematócrito nos pacientes que mantêm valores normais de plaquetas e fatores de coagulação não deve constituir indicação para a transfusão sanguínea, contrariando os que defendem a manutenção do hematócrito em pelo menos 30% para não piorar a hemostasia 26 .
A manutenção da volemia nos pacientes hemodiluídos é de fundamental importância para se evitarem transtornos metabólicos. Neste estudo, os pacientes se mantiveram, do ponto de vista hemodinâmico, estáveis durante todo o perío-do de avaliação. O excesso de base e o lactato plasmático apresentaram, sobretudo em M3, modificação em relação a M1, o que pode indicar algum grau de sofrimento tecidual. É pouco provável que isso tenha acontecido e que tenha afetado a hemostasia, já que os outros parâmetros mantiveram se estáveis, inclusive os hemodinâmicos.
A hipotermia combinada com acidose piora a coagulação sanguínea 27 . Apesar dos cuidados para se evitar hipotermia, nossos pacientes apresentaram diminuição da temperatura corporal em M2 e esses valores voltaram aos valores pré-diluição em M3. O curto período de hipotermia não foi suficiente para acarretar alteração substancial na hemostasia. O processo da hemodiluição planejada é diferente do da hemodiluição decorrente de trauma e grande perda volêmica 28 . Na hemodiluição planejada, a volemia e a temperatura são mantidas e não há grande consumo de plaquetas e de fatores de coagulação.
Moor, Woolley e Midwinter 29 defendem que a tromboelastografia e a tromboelastometria são mais adequadas para avaliar a coagulação sanguínea do que os testes convencionais. Referem que a depleção dos fatores de coagulação e fibrinólise devem ter contribuição significante na percepção das coagulopatias. Eles referem que essas técnicas permitem monitoração acurada da coagulação sanguínea como um todo e par ticular mente em situações em que os testes convencionais não se mostram tão sensíveis. No entanto, Horlocker e col. 30 avaliaram a precisão dos testes de coagulação na indicação das transfusões em pacientes submetidos à artrodese de coluna e concluíram que tanto o TP quanto o TTPA são bons orientadores na decisão e na indicação de transfusão de hemocomponentes. Neste estudo, foram utilizados apenas os métodos disponíveis na rotina de nosso hospital, ou seja, TP, TTPA, TT e a quantificação do fibrinogênio.
O TP é específico para a avaliação da via extrínseca da coagulação e sensível à diminuição do fator VII, porém se encontra prolongado também nas deficiên cias de fator II, V e X, bem como nas doen ças hepáticas e na deficiên cia de vitamina K. Pode ser expresso como RNI (Razão Normalizada Internacional) obtido pela relação entre o TP do paciente e o TP do controle que é específico a cada reagente ou em segundos. Neste trabalho, o TP foi expresso em segundos, pois todos os testes foram realizados no mesmo dia com o mesmo reagente. O TTPA avalia a via intrínseca da coagulação. Todos os fatores pró-coagulantes são mensurados por esse teste, exceto os fatores VII e XIII. O TTPA é par ticular mente útil na monitoração da terapêutica com heparina e na determinação de deficiên cias de fatores IX e VIII. O TT mede o tempo de conversão do fibrinogênio em fibrina, última fase da coagulação, e está aumentado nas hipofibrinogenemias ou disfibrinogenemias. Já o fibrinogênio encontra-se diminuído nos pacientes com coagulação intravascular disseminada, nos pacientes submetidos a grandes cirurgias e nos portadores de neoplasias disseminadas 31 .
Neste trabalho, tanto a hemodiluição moderada quanto a hemodiluição profunda produziram piora da coagulação sanguínea. Ocorreu trombocitopenia e, em alguns pacientes, a contagem de plaquetas esteve abaixo de 50.000 por dL. Houve aumento do TP, do TTPA e do TT e diminuição da concentração de fibrinogênio. Do ponto de vista clínico, não é possível dizer se as alterações desses exames produziram alguma modificação no resultado cirúrgico no tocante à produção de maior sangramento intra-operatório. O comportamento dos exames laboratoriais foi semelhante entre a hemodiluição in vivo e a diluição in vitro, exceto para o tempo de protrombina durante a hemodiluição profunda. Esse comportamento semelhante foi surpreendente, pois o esperado é que a diluição no tubo de ensaio, por conta da inexistência de mecanismos compensatórios, apresentasse resultados mais largamente alterados em relação aos testes de coagulação da hemodiluição realizada in vivo.
Em conclusão, os testes de rotina para avaliação da coagulação indicam que, quanto maior for o grau de hemodiluição, maior será o comprometimento da coagulação, apresentando comportamento semelhante quando a hemodiluição é realizada in vivo ou in vitro, o que facilita a realização de testes com novas soluções para reposição volêmica, pelo menos durante as hemodiluições moderadas.
